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RESUMO 
INTRODUÇÃO: O plasma rico em plaquetas (PRP) é a concentração 
autóloga de plaquetas em pequeno volume de plasma, obtido por 
centrifugação do sangue total com anticoagulante, sendo considerada 
importante fonte de fatores de crescimento (FC). A sua utilização enfatiza a 
regeneração tecidual. OBJETIVO: Obter o plasma rico em plaquetas (PRP) 
por meio de centrífuga de bancada. MÉTODOS: Foram coletos 40ml de 
sangue total de oito voluntários, para 72 testes, divididos em três grupos 
(grupos controle, de uma centrifugação, e de duas centrifugações), com 
variação da força de centrifugação em 200, 400 e 800g. RESULTADOS: 
Verificou-se que a concentração, no Grupo Duas Centrifugações, 
apresentou média inferior ao mensurado no Grupo Controle. O Grupo Uma 
Centrifugação, com a força centrifuga relativa de 200g, apresentou os 
maiores valores de contagem (417.750/µl), bem como as maiores 
concentrações de plaquetas (99,03%), que equivaleu a 1,99 vezes o 
aumento no número das plaquetas do GCt, enquanto que forças de 
centrifugação superiores foram insuficientes para o enriquecimento. 
CONCLUSÃO: Obteve-se o plasma rico em plaquetas (PRP), a partir de 
centrifuga de bancada, com maior concentração na força de 200g. 
 
PALAVRAS-CHAVE: 1. Plasma rico em plaquetas; 2. Engenharia tecidual; 
3. Cola de fibrina;  4. Cicatrização; 5. Centrifugação; 
6. Plaquetas. 
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1. INTRODUÇÃO 
O plasma rico em plaquetas (PRP) é a concentração autóloga de 
plaquetas em pequeno volume de plasma, obtido por centrifugação do 
sangue total, sendo considerada importante fonte de fatores de crescimento 
(FC). A sua utilização tem chamado a atenção na cirurgia plástica e em 
outras áreas da saúde, especialmente na regeneração tecidual, por tornar a 
cicatrização mais rápida e eficiente, favorecendo a integração de retalhos e 
enxertos, sejam ósseos, cutâneos, cartilaginosos ou de células de gordura 
(MAN, PLOSKER, WINLAND-BROWN, 2001; EPPLEY, WOODELL, HIGGINS, 
2004; VENDRAMIN et al., 2006; SERRA RENOM et al., 2006; UEBEL et al., 
2006, ALMEIDA et al., 2008; CERVELLI et al., 2009; POR et al., 2009a; 
CERVELLI & GENTILE, 2009). 
As plaquetas atuam no processo de hemostasia, cicatrização de feridas 
e re-epitelização, liberando diversos FC. Pelo menos sete diferentes FC 
foram identificados atuando na fase inicial da cicatrização (ANTONIADES & 
WILLIAMS, 1983; ROBSON, 1997; MARX et al., 1998; ANITUA, 2001):  Três 
isômeros do Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (Platelet-
Derived Growth Factor - PDGF)  PDGF αα, PDGF ββ, PDGF αβ.  
Dois Fatores Transformadores de Crescimento (Transforming Growth 
Factor - TGF)  TGF β1, TGF β2.  Fator de Crescimento Endotelial 
Vascular (Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF).  Fator de 
Crescimento Epitelial (Epidermal Growth Factor - EGF). 
No início do processo de cicatrização, a liberação dos FC, pelos 
grânulos-α das plaquetas, possui um aspecto importante no controle e na 
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proliferação das células mesenquimais, incluindo-se os fibroblastos. O PRP 
é ativado pela adição de íons de cálcio, com a liberação dos FC e a 
exocitose dos grânulos-α, transformando o fibrinogênio em fibrina. Por 
meio desse processo, obtém-se, também, a cola de fibrina autóloga, 
denominada também de gel de plaquetas ou gel de PRP (GREERN & KLINK, 
1998; KEVY & JACOBSON, 2004; EPPLEY, WOODELL, HIGGINS, 2004). A 
apresentação do PRP em forma de gel facilita sua aplicação e manuseio em 
diversas áreas cirúrgicas, favorecendo a integração de retalhos e enxertos, 
sejam ósseos, cutâneos, cartilaginosos ou de células de gordura. A 
utilização resulta em cicatrização mais rápida e eficiente, pelo efeito da 
aderência do gel, que é proporcional ao fibrinogênio presente (MAN, 
PLOSKER, WINLAND-BROWN, 2001; VENDRAMIN et al., 2006; SERRA 
RENOM et al., 2006; UEBEL et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008; POR et al., 
2009a), embora estudos mostrem resultados adversos (POR et al., 2009b; 
AGHALOO, MOY, FREYMILLER, 2002). 
A obtenção do PRP autólogo e sua aplicação em cirurgias era 
realizada por máquinas de autotransfusão para a separação celular do 
sangue, cuja coleta era feita por meio de um cateter venoso profundo, 
colocado no paciente durante a cirurgia. Eram necessários 400 a 450ml de 
sangue e um técnico especializado para operar essas máquinas, o que 
limitava a obtenção do PRP a um centro cirúrgico de grande porte, 
representando maior morbidade para o paciente (MARX et al., 1998; MARX, 
2000). A intenção de simplificar o método culminou no desenvolvimento 
de novos protocolos, com o emprego de aparelhos mais simples, menor 
custo e utilização de centrífugas de bancada. Assim, por meio de uma 
punção venosa periférica de 50 a 60ml de sangue, conseguiu-se obter em 
torno de 7 a 10ml de PRP. Com o aumento na concentração de plaquetas 
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em relação à amostra de sangue da coleta inicial. Esses resultados foram 
semelhantes às concentrações obtidas pelos métodos automatizados, que 
eram até quatro vezes superiores às amostras iniciais do sangue dos 
pacientes (LANDESBERG, ROY, GLICKMAN, 2000; PLOSKER, WINLAND-
BROWN, 2001; MUÑOZ et al., 2003; MARX, 2004; MARLOVITS et al., 2004; 
ROSSI & SOUZA FILHO, 2004). 
O PRP é obtido pela centrifugação do sangue autólogo, e não do 
homólogo que não libera os FC bioativos (MARX, 2004). Na obtenção do 
PRP, não há diferença em relação ao gênero e à idade (WEIBRICH et al., 
2002); e as concentrações de plaquetas, obtidas do sangue venoso 
periférico e da medula óssea, são semelhantes (NISHIMOTO, OYAMA, 
MATSUDA, 2007), já o anticoagulante utilizado no tubo de coleta altera a 
integridade e a qualidade das plaquetas (MARX, 2001; GONSHOR, 2002; 
NISHIOKA et al., 2002). 
A diferença de densidade por meio de centrifugação do sangue total, 
faz com que as células vermelhas precipitem na parte inferior, enquanto 
que o PRP permanece na parte intermediária e o plasma pobre em 
plaquetas (PPP) na parte superior. Entre a camada inferior de células 
vermelhas e a intermediária de PRP, há uma pequena zona denominada 
névoa, rica em leucócitos e plaquetas maiores REEDER et al. (1993). 
Quando se utiliza a metade inferior do plasma sobrenadante ou o seu terço 
inferior, como PRP, apresenta-se diferença na concentração final de 
plaquetas, sendo maior o enriquecimento quando se utiliza o ⅓ inferior 
(EFEOGLU, AKÇAY, ERTÜRK, 2004; MARX, 2004). 
A força centrifuga relativa (do inglês, Relative Centrifugal Force - 
RCF), também chamada de força g, excessiva pode interferir na qualidade e 
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integridade das plaquetas e na quantidade desproporcional de liberação de 
seus FC, produzindo um efeito, às vezes inibitório, de um determinado FC 
sobre outro (ZIMMERMANN et al., 2001; SOMMA et al., 2002; UEBEL et al., 
2006; SÁEZ-TORRES BARROSO, CALVO BENITO, GAYÀ PUIG, 2007). A 
quantidade mínima dos FC PDGF e TGF-β, presentes no PPP, indica que 
quase todos os FC presentes no PRP são derivados das plaquetas 
(LANDESBERG, ROY, GLICKMAN, 2000; EPPLEY, PIETRZAK, BLANTON, 
2006). 
Existem vários sistemas de preparação de PRP disponíveis, por meio 
de centrífugas de bancada, embora estudos pré-clínicos e clínicos 
apresentem resultados contraditórios (AGHALOO, MOY, FREYMILLER, 2002; 
POR et al., 2009b). Há uma lacuna de estudos mais sistemáticos e 
consistentes sobre o assunto (REEDER et al., 1993; MARX, 2004; EFEOGLU, 
AKÇAY, ERTÜRK, 2004; SERRA RENOM et al., 2006; EVERTS et al., 2006; 
EPPLEY, PIETRZAK, BLANTON, 2006), o que faz com que a preparação do 
PRP permaneça, ainda, um procedimento experimental, apesar de sua 
promissora aplicação na regeneração tecidual. 
As limitações das metodologias empregadas na literatura pesquisada, 
para a determinação da regulagem de aceleração da centrífuga, 
impossibilitam a reprodutibilidade dos experimentos, considerando-se a 
falta de clareza relativamente a RCF e de seu raio (r), associado às rotações 
por minuto (rpm). A somatória destes fatores caracterizou o principal 
estímulo para a realização deste estudo, cujo objetivo foi o de obter o PRP 
por meio de centrífuga de bancada. 
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Obter o plasma rico em plaquetas (PRP) por meio 
de centrífuga de bancada. 
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3. LITERATURA 
3.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP) 
REEDER et al. (1993), salientou que a diferença de densidade entre os 
componentes no sangue total centrifugado precipitaram as células 
vermelhas para a parte inferior, com o PRP na parte intermediária e o PPP 
na parte superior. Entre a camada inferior de células vermelhas e a 
intermediária de PRP, havia uma pequena zona denominada névoa, rica em 
leucócitos e plaquetas maiores. 
Em 1998, MARX relatou uma contagem prévia de plaquetas no sangue 
total em 88 pacientes, com media de 232.000/µl com variações de 110.000 
a 523.000/µl. A contagem media do PRP foi de 785.000/µl, com variações 
de 595.000 a 1.100.000/µl. Esses valores confirmaram a quantificação de 
concentração em 338%, quando comparada à contagem de plaquetas no 
sangue não centrifugado. 
Para MARX (2000), o verdadeiro PRP representa 20% da fração do 
plasma, recomendando aguardar-se o volume aproximado de dez por cento 
de PRP, sobre o sangue total coletado, com a recomendação de utilizar-se o 
⅓ inferior do sobrenadante como PRP. 
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3.2 TÉCNICAS DE OBTENÇÃO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS 
(PRP) 
TAYAPONGSAK et al. (1994) em estudo com fibrina autóloga 
envolvendo partes ósseas (enxertos), denominado o procedimento de rede 
de fibrina autóloga, identificaram consolidações ósseas mais rápidas em 33 
pacientes durante as reconstruções de continuidade da mandíbula, 
atribuindo-as aos componentes celulares dessa rede de fibrina autóloga. 
MARX (1998) mostrou evidências do enriquecimento de plaquetas pela 
obtenção do PRP associado aos enxertos ósseos, e que facilitava a 
regeneração óssea de maneira precoce e segura. O PRP era obtido por meio 
de aparelhos de plasmaforese (electro medics 500, um separador celular por 
gradiente de densidade - Medtronics®). A obtenção do PRP por esse 
aparelho necessitou de 400 a 500ml de sangue total, colhidos por meio de 
cateter venoso central. A contagem prévia das plaquetas no sangue total 
era, em média, de 232.000/µl com variações de 110.000 a 523.000/µl. E o 
PRP obtido teve contagens médias de plaquetas de 785.000/µl, com 
variações de 595.000 a 1.100.000/µl, obtendo-se um enriquecimento 
aproximado de plaqueta de 338%, comparado à contagem prévia ao 
preparo do PRP, no sangue total. 
ANITUA (1999), por meio de estudo randomizado e comparativo com 
grupo controle, com dez pacientes submetidos a enxertos ósseos autólogos, 
em tratamento odontológico, observou a completa regeneração em 100% 
dos casos tratados. Ao mostrar estudos preliminares, denominou o plasma 
rico em fatores de crescimento (PRFC), de origem autóloga. O PRFC foi 
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obtido com a força de 160g por cinco minutos, na temperatura ambiente, e 
considerou como PRFC pouco mais que ½ inferior do plasma 
sobrenadante, e adicionou 50 microlitros de cloreto de cálcio a dez por 
cento, por 1,2ml de PRFC obtido, formando-se o gel de PRFC após 15 a 20 
minutos, preconizando o tempo de utilização após a formação do gel de 
PRFC, para o preenchimento do defeito em cinco a dez minutos. 
LANDESBERG, ROY, GLICKMAN (2000), utilizando centrífugas de 
laboratório e técnica com tubos, por meio de punção venosa periférica, 
obtiveram o PRP, estabelecendo um protocolo após analisar diferentes 
forças g e tempo de centrifugação t na obtenção do PRP. Observaram que a 
força de 200g, com o tempo de centrifugação de dez minutos, foi suficiente 
para o enriquecimento no número de plaquetas em 229% na primeira 
centrifugação, e de 205% após a segunda centrifugação. Concluíram que 
tempos menores ou iguais a cinco minutos falharam em obter qualquer 
enriquecimento de plaquetas, e que forças superiores a 250g resultaram em 
“platelet pellet” que não pôde ser ressuspenso. Porém, sugeriram a 
possibilidade em obter-se o PRP com a utilização de centrífugas de 
bancada, menores e mais baratas, pela força baixa e o tempo reduzido no 
preparo do PRP. E, ao observar a quantidade mínima dos FC PDGF e 
TGF-β, presentes no PPP, indicaram que quase todos os FC, presentes no 
PRP, seriam derivados das plaquetas. 
MARX (2000) relatou a existência de algumas centrífugas de bancada 
que utilizavam tecnologias de centrifugações semelhantes às das máquinas 
de plasmaforese (Smart Prep - Harvest Technologies, Norwell-MA; The 
Plasma Seal - Plasma Seal, San Francisco-CA; Platelet Concentrator - 
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Implant Innovations Inc., West Palm Beach-FL), sugerindo que era 
possível obter-se um enriquecimento no número de plaquetas satisfatório, 
com a fração do terço inferior, com contagem de plaquetas próxima a um 
milhão/µl, sendo o citrato de sódio a 3,2% o anticoagulante ideal, por 
preservar a estrutura das plaquetas. 
ZIMMERMANN et al. (2001) analisou os PRP obtidos do sangue de 15 
voluntários, utilizando como método de preparo a plasmaforese, e o 
preparo pelo método de tubos com dupla centrifugação, sendo a primeira a 
1650g por dez minutos e, após coleta do sobrenadante, uma nova 
centrifugação a 730g por mais dez minutos. Observou o enriquecimento de 
525% obtido pela plasmaforese e de 411% no método de tubos. A 
contaminação (leucócitos, White Blood Cell - WBC) no método de tubos foi 
maior, com uma elevada ativação das plaquetas, comparada ao PRP obtido 
com a plasmaforese. Concluíram que aceitar que o enriquecimento de 
plaquetas indica o aumento no nível dos FC nos componentes das plaquetas 
é incorreto, por haver dois outros fatores influenciando a liberação final dos 
FC: a ativação das plaquetas e a contaminação por leucócitos. Enfatizaram 
que se as plaquetas forem ativadas antes do final do processo de 
centrifugação e obtenção do PRP, os FC podem ser perdidos no 
sobrenadante. 
WEIBRICH & KLIES (2002) comparando a obtenção do PRP em 
centrífugas diferentes observaram a ineficiência de algumas centrífugas em 
obter o mesmo enriquecimento e preservação da integridade das plaquetas. 
OKUDA et al. (2003) utilizaram dupla centrifugação (centrífuga de 
bancada), sendo a primeira a 2400 rotações por minuto (rpm) por dez 
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minutos, com coleta e nova centrifugação do sobrenadante a 3600rpm, 
obtendo-se um enriquecimento plaquetário de 283,4%, concluindo-se que a 
diferença poderia relacionar-se à variação da força g e do tempo de 
centrifugação t. Analisaram e observaram o enriquecimento dos FC 
(PDGF-αβ) em 440,6%, e o nível do (TGF-β-1) em 346,6%, e definiram o 
PRP como a fração do plasma em que estão concentrados os fatores de 
crescimento derivados das plaquetas (PDGF-αβ) e os fatores de 
crescimento transformadores (TGF-β-1). 
ALMOGUERA VILLACAÑAS, ESPINOSA, LÓPEZ-OLIVA MUÑOZ (2003) 
compararam a obtenção de PRP por plasmaforese e pelo método de tubos, 
em centrifugas de bancada, afirmando que ambos os aparelhos eram 
suficientes para enriquecer o número de plaquetas, porém não informaram 
o percentual obtido do enriquecimento de plaquetas, nem os procedimentos 
adotados para a realização do estudo (força de centrifugação, aparelho 
utilizado, origem de sangue, entre outras diretrizes). 
EFEOGLU, AKÇAY, ERTÜRK (2004) em estudo com coelhos brancos 
neozelandeses, modificaram o método de LANDESBERG, ROY, GLICKMAN 
(2000), aumentando a primeira centrifugação para 300g em dez minutos, 
com coleta do sobrenadante e centrifugação a 5000g por cinco minutos. 
Analisaram a metade inferior do plasma sobrenadante e seu terço inferior, 
comparando os resultados ao enriquecimento no número de plaquetas 
obtido, e observaram que o terço inferior obteve um enriquecimento de 
429%, comparado ao grupo da metade inferior que obteve somente 122%. 
Também observaram ausência de correlação entre a quantificação no 
enriquecimento plaquetário e o valor do hematócrito. 
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HAYNESWORTH et al. (2002) relatou que a proliferação de células 
tronco mesenquimais adultas (adult mesenchymal stem cells), e suas 
diferenciações, relacionam-se diretamente com a concentração de 
plaquetas, e que uma resposta celular inicia-se quando a concentração de 
plaquetas atinge o aumento de quatro a cinco vezes o número de plaquetas 
no sangue total. 
MARX (2004) relatou que a obtenção do PRP era simplificada pela sua 
obtenção por meio dos métodos em tubos, em centrífugas de bancadas, 
podendo ser facilmente utilizadas em consultórios e em ambientes 
cirúrgicos. Entretanto, enfatizou que para o processo de centrifugação, 
além de ser estéril, era necessária a precisão na separação das plaquetas das 
células vermelhas do sangue total, e que nesse enriquecimento deveria 
evitar-se o dano às plaquetas, evitando-se sua ativação e respectiva 
interferência na liberação de seus FC. Concluiu que nem todos os aparelhos 
utilizados na obtenção do PRP eram iguais, considerando-se que alguns 
poderiam não proceder a concentração de plaquetas íntegras e viáveis em 
número suficiente para interferir na cicatrização e regeneração tecidual. 
Definiu como PRP verdadeiro, ou padrão, aquele com contagem de 
plaquetas próximo a um milhão/µl e que poucas máquinas estudadas 
conseguem, de forma consistente, esses níveis terapêuticos de concentração 
de plaquetas e, consequentemente, de liberação de seus FC. 
VENDRAMIN et al. (2006), ao estabelecer um método barato e, segundo 
o autor, eficaz na obtenção do PRP a ser utilizado em cirurgia plástica, por 
meio do estudo de várias forças g e tempo de centrifugação t, observou que 
a força de 300g aplicada na primeira centrifugação, por dez minutos, 
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promoveu o enriquecimento de plaquetas, cujos resultados indicaram 
percentuais de 454% na metade inferior do plasma sobrenadante, na 
primeira centrifugação e que, após coleta do sobrenadante e segunda 
centrifugação produziu aumento do enriquecimento em 496%, com força 
de 640g, comparado com a dosagem das plaquetas no sangue total. 
SÁEZ-TORRES BARROSO, CALVO BENITO, GAYÀ PUIG (2007) ao 
analisar a qualidade obtida do concentrado de plaquetas pela técnica de 
dupla centrifugação em tubos. Com 50ml de sangue procedeu-se a primeira 
centrifugação a 200g por dez minutos, e a segunda centrifugação, após a 
coleta do plasma sobrenadante, a 700g por 15 minutos, observaram o 
enriquecimento plaquetário do terço inferior do plasma, de 364±177% 
(n=45). Por meio de citometria de fluxo, pela expressão de CD-62 
analisaram a percentagem de plaquetas ativadas (n=8), com 2,7% de 
plaquetas ativadas na análise do sangue sem centrifugação, e de 3,6% das 
plaquetas ativadas após segunda centrifugação. Também observaram a 
ativação das plaquetas após o estímulo com a trombina bovina, associada à 
íons de cálcio, que foi de 96,2%. Concluíram que o método empregado não 
produziu ativação significativa das plaquetas no enriquecimento 
plaquetário, e que a resposta ao estímulo das plaquetas com a trombina 
indicou bom estado de conservação da integridade das plaquetas. 
LEI, GUI, XIAO (2009) investigaram o efeito dos anticoagulantes na 
qualidade do PRP para determinar o mais apropriado na obtenção do PRP. 
Concluíram haver relação direta com o tipo de anticoagulante utilizado, 
sendo o citrato de sódio a 3,2% o mais apropriado por preservar a 
morfologia das plaquetas. 
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VENDRAMIN, FRANCO, FRANCO (2009) estabeleceram um método 
barato de preparação do gel de PRP para utilização em cirurgia plástica. 
Em seu estudo, o PRP de melhor qualidade foi obtido por meio de duas 
centrifugações, sendo a primeira a 400g por dez minutos e a segunda a 
800g também por dez minutos, com uma redução plasmática que manteve 
apenas dez por cento, proporcional ao volume do sangue total utilizado no 
seu preparo. Obtiveram, assim, concentrações plaquetárias de 
aproximadamente 570% superiores ao do sangue do paciente. Afirmaram 
que o propósito não foi o de estudar o aumento da concentração de FC no 
PRP, uma vez que já foram realizados estudos anteriores comprovando esse 
aumento, cujos resultados indicaram proporcionalidade ao aumento da 
concentração de plaquetas. O sangue foi proveniente de bolsas de baixo 
peso (menor que 300 gramas), que seriam desprezadas por serem 
legalmente proibidas para transfusões. A centrífuga utilizada na preparação 
do PRP e da trombina autóloga foi a BR 4i® (Jouan), com raio de 16,1cm. 
A qualidade do PRP obtido em cada teste foi avaliada por contagem 
automática de plaquetas, com auxílio do aparelho Cell-Dyn 3200® (Abbott 
Diagnostics). Concluíram que uma alta concentração de plaquetas poderia 
ser obtida por esse protocolo de obtenção do PRP. 
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3.3 UTILIZAÇÃO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP): 
APLICAÇÃO CLÍNICA E EXPERIMENTAL 
AGHALOO, MOY, FREYMILLER (2002), ao estudar os efeitos do PRP na 
regeneração óssea, concluíram não haver aumento significativo pela adição 
do PRP. Entretanto, ocorreram tendências histológicas, no aumento da 
formação óssea. Nesse estudo, o método utilizado foi o de duas 
centrifugações, com a RCF em 215g por dez minutos na primeira, e em 
863g na segunda centrifugação, com redução do PRP em 10 a 15% do 
sangue total coletado. 
LIU et al. (2002), ao estudar a influência do PRP, na proliferação de 
fibroblastos em cultura de células, expostas às plaquetas pré-incubadas em 
diferentes potenciais hidrogeniônicos (pHs) (5.0, 7.1, 7.6). Observou que 
plaquetas pré-incubadas em meio ácido (pH 5.0) induziu  à elevada 
proliferação de fibroblastos, e  à concentração  de PDGF que, em 
diferentes amostras, apresentou aumento, particularmente, nos de pH (5.0). 
A concentração do TGF-β, entretanto, foi baixa após a incubação em pH 
5.0, comparada ao pH 7.1 ou 7.6. Concluiu que essas observações 
poderiam ser relevantes no processo normal de cicatrização in vivo, e útil 
ao tratamento de feridas e em processos de cicatrização lenta, uma vez que 
os FC, liberados por meio dos grânulos α, possuem impacto importante na 
regulação e proliferação de células mesenquimais, incluindo-se os 
fibroblastos, durante o processo de cicatrização. 
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UEBEL et al. (2006) utilizaram o PRP (gel) em transplante capilar e 
concluíram que houve aumento na densidade folicular de 15,1% na área 
que recebeu os FC, juntamente com os enxertos, em comparação com o 
grupo controle, nos quais os enxertos haviam sido conservados com soro 
fisiológico a 0,9%. 
SERRA RENOM et al. (2006) associaram o PRP aos enxertos de gordura 
na face em trinta e seis pacientes, porém referiram somente a velocidade 
empregada na centrífuga para a obtenção do PRP, que foi de 1800rpm por 
oito minutos, em uma única centrifugação, utilizando como PRP o terço 
inferior do plasma sobrenadante. Concluíram que o uso do PRP, associado 
aos enxertos de gordura autólogos nos preenchimentos faciais, poderia ser 
de grande utilidade, isolados ou associados à ritidoplastia, com a obtenção 
de menor índice de reabsorção da gordura implantada, bem como melhora 
da textura da pele e da qualidade da pele tratada. 
ALMEIDA et al. (2008) associaram o PRP aos enxertos de face, em 
quatro pacientes referindo a velocidade da centrífuga de 1800rpm por oito 
minutos, em uma única centrifugação, utilizando como PRP a metade 
inferior do plasma sobrenadante. Apresentaram análise qualitativa de casos 
clínicos que evidenciaram melhor integração da enxertia adiposa nos 
preenchimentos faciais quando do uso do PRP, e melhor adaptação dos 
retalhos de ritidoplastia com o uso concomitante do PPP. Concluíram que 
os achados clínicos foram concordantes com a literatura internacional e 
incentivaram a prosseguir no desenvolvimento de técnicas cada vez mais 
apuradas e seguras no tratamento dos pacientes. 
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MARTÍNEZ-ZAPATA et al. (2009), em revisão sistemática sobre a 
utilização do PRP na regeneração tecidual, observou que existem vários 
trabalhos randomizados sobre o tema, e que não havia diferença 
significante em comparações da utilização do PRP na regeneração tecidual 
com o grupo controle, devido às limitações das metodologias empregadas. 
Concluiu que havia necessidade de trabalhos futuros randomizados para 
determinar, com clareza, a eficácia e função do PRP para a regeneração 
tecidual, e sua preparação (obtenção). 
KAZAKOS et al. (2009) realizaram estudos para saber a eficácia do gel 
de PRP no tratamento de feridas de extremidades, em trauma agudo. 
Estudo randomizado com 59 pacientes com fraturas abertas, fechadas e 
com necrose de pele e com queimaduras por abrasão, divididos em dois 
grupos. Grupo A (32 pacientes) tratados com curativos convencionais e 
grupo B (27 pacientes) tratados com aplicação local de gel de PRP. 
Concluindo que o tratamento com gel de plaquetas pode ser um valioso e 
efetivo auxílio no tratamento de lesões traumáticas agudas. 
PALLUA, WOLTER, MARKOWICZ (2010) em revisão da literatura sobre a 
eficácia do PRP em pacientes queimados, concluiu haver poucos estudos 
sobre o assunto, e que seu valor não esta claro, e que necessitava de estudos 
consistentes, e que teoricamente seus efeitos possam ser benéficos, 
entretanto a interação entre a reparação tecidual e a regeneração deva ser 
melhor compreendida.  
KAKUDO et al. (2008), ao avaliar as alterações sobre, o potencial de 
proliferação do PRP ativado e do PPP sobre as células tronco derivadas de 
gordura humana (human adipose-derived stem cells), concluíram que o 
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PRP poderia contribuir com a proliferação de células tronco derivadas de 
gordura humana e dos fibroblastos dérmicos humanos (Human dermal 
fibroblasts), e que suas observações fortaleciam a possibilidade de 
aplicação clínica do PRP para cultura de células (cell-based), engenharia 
tecidual e cicatrização de feridas. 
MISHRA, WOODALL, VIEIRA (2009), em revisão de literatura sobre os 
efeitos do PRP no tratamento de lesões de tendão e de músculos, concluiu 
que o PRP poderia ser promissor, embora não esteja comprovada, ainda, 
sua eficácia como tratamento de escolha para as lesões de tendão e de 
músculo. Estudos em animais têm sido desenvolvidos para entender o 
mecanismo pelo qual o PRP afeta a restauração dos tecidos. A 
característica autóloga do PRP torna-o seguro. Concluindo que, 
provavelmente, seria eficiente em atletas de elite e de recreação, bem como 
que estudos sistemáticos, bem definidos, randomizados, e prospectivos 
eram necessários para melhor compreensão do seu mecanismo de atuação 
em como, quando e em que situação utilizar o PRP de uma maneira mais 
eficaz. 
POR et al. (2009a), em estudo de metanálise para determinar a eficácia 
da cola de fibrina e do gel de plaquetas na redução da drenagem  pós-
operatória, equimose e  edema, na cirurgia do face-lift, observaram que a 
cola de fibrina preparada comercialmente continha concentração de 
fibrinogênio superior ao PRP, teoricamente, com melhor efeito de adesão. 
Porém, a propriedade autóloga do PRP, e seus FC, poderiam interferir na 
cicatrização. Consideraram que tanto a cola de fibrina como o PRP 
possuíam efeito de “selantes de tecidos”, concluindo que a metanálise não 
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apresentou benefício estatístico relativamente ao seu uso na cirurgia do 
face-lift, mas que, no entanto, poderiam ser úteis para pacientes com risco 
elevado de hematoma e equimose. 
CERVELLI & GENTILE (2009) mostraram a aplicabilidade do PRP na 
cirurgia plástica com avaliação clínica, bem como a eficácia clínica da 
combinação de tratamentos com o PRP in vitro, que foram confirmados 
pela qualidade dos resultados e pela satisfação dos pacientes. Utilizaram o 
PRP (obtido com força centrífuga de 1100g correspondente a 3000rpm), 
associado ao enxerto de gordura na região da face, na proporção de 1ml de 
PRP para 2ml de gordura, referindo a manutenção dos resultados a partir do 
terceiro mês em 70% (n=25), comparado ao grupo controle, principalmente 
naqueles pacientes com manutenção superior a um ano, que foi e 31% 
(n=10). Concluíram, em seus estudos clínicos in vitro, uma aceleração da 
re-epitelização das úlceras de pele crônicas em pacientes submetidos à 
cirurgia plástica reparadora, e aumento na manutenção e função dos enxertos 
de gordura nesses pacientes, possivelmente pela estimulação da proliferação 
de células-tronco de origem adiposa (Adipose Stromal Cell - ASC). 
CERVELLI et al. (2009), por meio de casos clínicos, sugeriu um plano 
terapêutico  envolvendo o gel de plaquetas com o tecido gorduroso 
centrifugado e obtido pela técnica de Coleman, para restaurar a densidade 
superficial dos tecidos  formado por dois tratamentos sequenciais: 
obtenção do gel de plaquetas de um pequeno volume de sangue (9 a 18ml). 
Utilizou o PRP, associado ao enxerto de gordura no tratamento de úlceras 
de extremidades inferiores (n=20), obtido por centrifugação a 1100g por 
dez minutos, com kit próprio para obtenção do PRP (Cascade Kit), 
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observou que 80% re-epitelizaram em 9,7 semanas, comparado a 55% dos 
pacientes tratados à base de colágeno e ácido hialurônico. O resultado final 
comprovou a eficácia da combinação desses dois tratamentos, com a 
confirmação da satisfação dos pacientes pela qualidade dos resultados. 
POR et al. (2009b), ao estudar a influência do PRP, pela presença dos 
FC, no enxerto de gordura em pesquisa de animais (nude mouse) 
adicionado 20% de PRP ao enxerto de gordura, concluíram que não houve 
interferência na integração dos enxertos de gordura, comparado ao grupo 
controle. Nesse estudo não mencionaram o método de obtenção do PRP. 
Todavia, concordaram que pode ter ocorrido falha na metodologia aplicada 
na obtenção do PRP. 
3.4 FORÇA CENTRÍFUGA RELATIVA (RCF)  
De acordo com normas do Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), e Recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia 
Clínica/Medicina Laboratorial (ANDRIOLO et al., 2010), RCF corresponde à 
força centrífuga relativa e, também, à denominada força g, e refere-se à 
regulagem de aceleração da centrífuga, expressa em rpm. 
Para a transformação do g em rpm, ou vice-versa,  deve-se conhecer o 
raio da centrífuga usada pelo laboratório, conforme a seguinte equação: 
 
Em que “r”, expressa-se em cm, que corresponde à distância radial do 
centro do rotor da centrífuga à base da caçapa (raio). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MÉTODOS 
 
______________________________________________________________
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4. MÉTODOS 
Trata-se de estudo primário, prospectivo, randomizado, controlado e 
comparativo, realizado em centro único. 
Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), sob o protocolo 
CEP.0059/10 (APÊNDICE 1). 
Foi realizado um Projeto Piloto (APÊNDICE 5) para se verificar a 
reprodutibilidade do estudo, sobre a RCF com o tempo de centrifugação (t) 
em dez minutos, para a obtenção do PRP, fortalecendo o método adotado. 
Deste momento em diante, neste estudo, definiu-se as siglas g como a 
unidade da RCF e t como a duração do tempo de centrifugação, em 
concordância com 
- Medicina Laboratorial para Coleta de Sangue Venoso, por ser o 
órgão máximo, que normatiza os procedimentos laboratoriais na área 
médica, muito embora, segundo o Sistema Internacional de Unidades (SI), 
a sigla N1
            
 defina força. 
 
 
                                           
1
  Grandeza = força; Nome = newton; Plural = newtons; Símbolo = N, adotada, também, pelo Brasil em 1962, e ratificado pela 
Resolução nº 12 de 1988 do Conselho Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial  (CONMETRO), tornando-se 
de uso obrigatório em todo o Território Nacional. 
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4.1 CASUÍSTICA E AMOSTRA 
4.1.1 CASUÍSTICA 
A casuística foi composta por oito voluntários, quatro do gênero 
feminino e quatro do gênero masculino, com idade entre 28 a 64 anos, 
oriundos dos ambulatórios de Cirurgia Plástica do Hospital São Paulo, que 
tem como Titular do Serviço a Professora Doutora Lydia Masako Ferreira. 
Os voluntários foram submetidos à coleta de amostras de sangue, 
objeto deste estudo, no Hemocentro da UNIFESP e analisadas no 
Laboratório Central da UNIFESP. 
Todos os voluntários que participaram do estudo, após 
compreensão dos procedimentos, assinaram o Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (APÊNDICE 2). 
Os critérios adotados consideraram gênero, idade, peso, uso de 
anticoagulante e patologias agudas e infectocontagiosas. Não houve 
dimorfismo sexual ou interferências relativamente à faixa etária da 
casuística. Estes critérios obedeceram à legislação vigente, conforme 
Resolução - RDC n° 153, de 14 de junho de 2004. 
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Os critérios adotados para a seleção dos voluntários consideraram: 
CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
 Ambos os sexos. 
 Idade superior a 18 anos. 
 Peso acima de 55kg. 
 
CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
 Doenças agudas. 
 Doenças infectocontagiosas. 
 Em uso de anticoagulantes. 
 Perda acima de dez por cento do peso, nos últimos três 
meses. 
 
4.1.2 AMOSTRA 
De cada voluntário foram coletados nove tubos de sangue (40ml), 
que foram subdivididos em Grupo 1, em que foi realizada uma única 
centrifugação (GC1), o Grupo 2 de duas centrifugações (GC2), e o Grupo 
Controle (GCt). 
Destes nove tubos, os dois últimos compuseram o Grupo Controle 
(GCt), que não foram submetidos à centrifugação, sendo que no oitavo tubo 
foi empregado o anticoagulante de citrato e o nono o anticoagulante de 
ácido etilenodiamino tetra-acético (Thylenediamine Tetraacetic Acid - 
EDTA), conforme o QUADRO 1. 
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QUADRO 1. Descrição do Grupo Controle (GCt). 
 
 
Anteriormente à amostra de estudo, foi realizado um Projeto Piloto 
(APÊNDICE 5) composto por quatro voluntários, dos quais foram extraídos 
14 tubos de sangue, que foram igualmente subdivididos em três principais 
grupos (GPC1  Grupo Piloto de Uma Centrifugação e GPC2  Grupo 
Piloto de Duas Centrifugações e o Grupo Piloto Controle GPCt). 
4.2 PROCEDIMENTOS 
Foram coletados 40ml de sangue total de cada um dos oito voluntários 
da casuística, distribuídos em nove tubos, sorteados previamente, para nove 
testes de quantificação de plaquetas, cuja composição foi: 4,5ml de sangue 
e 0,5ml de anticoagulante (QUADRO 2). 
QUADRO 2. Distribuição do sangue coletado nos respectivos Grupos Controle, com uma 
centrifugação (GC1) e com duas centrifugações (GC2). 
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4.2.1 GRUPO CONTROLE (GCt) 
O GCt (Tubos 8 e 9), não foram submetidos à centrifugação 
(QUADROS 1 e 2). Somente foram encaminhados para contagem de 
plaquetas no sangue total, com o propósito de realizar-se a comparação do 
enriquecimento das plaquetas. 
4.2.2 GRUPO UMA CENTRIFUGAÇÃO (GC1) 
Com o intuito de verificar-se o enriquecimento das plaquetas na 
obtenção do PRP, foi constituído o GC1 (QUADRO 3), que quantificou as 
plaquetas no terço inferior do sobrenadante em uma única centrifugação, 
para a determinação da melhor RCF no preparo do PRP. 
QUADRO 3. Relação Força g x Tempo empregado no GC1 no método A e B. 
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4.2.3 GRUPO DUAS CENTRIFUGAÇÕES (GC2) 
O GC2 (QUADRO 4), no qual foram realizadas duas centrifugações, 
foi composto por cinco métodos foram aplicadas variações da RCF 
equivalentes a 200, 400 e 800g, com t de dez minutos. Neste Grupo, após a 
primeira centrifugação todo o sobrenadante foi coletado, por pipetas 
plásticas e transferido para o tubo de polipropileno sem anticoagulante e 
submetido à segunda centrifugação, quantificando as plaquetas no terço 
inferior do sobrenadante, para a determinação do melhor RCF no preparo 
do PRP. 
QUADRO 4. Relação Força x Tempo empregado no GC2, 
nos métodos 1, 2, 3, 4 e 5. 
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4.2.4 TÉCNICAS DE COLETA E CENTRIFUGAÇÃO 
As técnicas de coleta e de centrifugação seguiram as normas do 
CLSI (ERNST et al., 2010), que normatiza procedimentos laboratoriais, a 
força g e o tempo de centrifugação para obtenção do PRP. 
As coletas dos oito voluntários foram executadas por um único 
técnico, no Hemocentro do Hospital São Paulo da UNIFESP, conforme 
recomendações da Sociedade Brasileira de Patologia Clínica, Medicina 
Laboratorial para Coleta de Sangue Venoso (ANDRIOLO et al., 2010). 
A punção venosa foi efetuada na fossa antecubital, na área anterior 
do braço em frente e abaixo do cotovelo, usando tubos a vácuo, contendo 
citrato de sódio 3,2% (na proporção de uma parte de anticoagulante em 
nove partes de sangue total), com o menor tempo possível de 
garroteamento e trauma durante o procedimento (FIGURA 1). 
 
FIGURA 1. Punção venosa na fossa antecubital, na área anterior do 
braço. 
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Após a coleta, o sangue total foi homogeneizado por meio de 
inversão do tubo (cerca de cinco a oito vezes). 
Dentre as nove coletas, primeiramente foram colhidas a sequência 
de oito tubos de citrato, sendo o nono tubo, o de EDTA. Para a contagem 
plaquetária em sangue total foram submetidos o oitavo tubo de citrato, bem 
como o nono de EDTA. Os demais sete tubos de citrato foram submetidos à 
centrifugação para contagem das plaquetas, no terço inferior do 
sobrenadante. 
A centrífuga utilizada foi a Eppendorf AG® 5804 R - 22331 
(Hamburg, Germany), refrigerada, com raio de 16,1cm (FIGURA 2). 
 
FIGURA 2. Centrifuga Eppendorf AG® 5804 R. 
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O funcionamento da centrífuga não foi interrompido para a retirada 
dos tubos, considerando que o seu freio não foi empregado; aguardou-se 
que se cessasse o seu funcionamento completamente com o intuito de 
evitar-se a hemólise. As configurações das forças centrifugas relativas 
(RCF) corresponderam à regulagem da aceleração da centrifuga (rpm) 
conforme o QUADRO 5. 
QUADRO 5. Relação da aceleração da 
centrífuga (rpm) e a força 
relativa de centrifugação 
(RCF) correspondente. 
 
 
Durante o procedimento de centrifugação, os tubos foram dispostos 
no porta tubos (cor laranja), de maneira equilibrada. Esta cautela foi 
adotada para se evitar pesos desiguais na distribuição dos tubos durante a 
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centrifugação, garantindo, assim, ausência de desbalanceamento, mantendo 
a RCF constante (FIGURA 3). 
 
FIGURA 3. Centrífuga carregada com tubos (notar a distribuição). 
Após a coleta, os tubos de citrato foram rapidamente centrifugados 
à temperatura ambiente, a fim de obter-se o PRP, com a velocidade da 
centrífuga em rpm, de acordo com a força g estabelecida. A verificação de 
calibração da centrífuga (ANEXO 1), pelo fabricante, antecedeu a coleta. 
As centrifugações foram igualmente realizadas por um único 
técnico bioquímico, também no Hemocentro do Hospital São Paulo da 
UNIFESP, nos 72 testes de quantificação de plaquetas. 
No GC1, após a primeira centrifugação, os ⅔ superiores do plasma 
sobrenadante foram coletados e desprezados, por pipetas plásticas, sendo o 
⅓ inferior diretamente transferido para um tubo de polipropileno, e 
encaminhado para contagem das plaquetas (FIGURA 4). 
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FIGURA 4. Sequência de procedimentos: (A-B) Após a centrifugação do sangue total, os        
⅔ superiores do sobrenadante foram colhidos e desprezados. (C-D) O ⅓ inferior 
foi colhido e encaminhado para contagem das plaquetas. 
No GC2, após a primeira centrifugação, todo o plasma sobrenadante 
foi colhido e acrescido de um mm de células vermelhas, transferido para 
um novo tubo de polipropileno, por pipetas plásticas, e encaminhado para 
uma segunda centrifugação, de acordo com o g e o t estabelecidos (FIGURA 5).  
 
FIGURA 5. Os tubos de citrato após a primeira centrifugação foram transferidos para outros tubos de 
polipropileno. Os do Grupo Uma Centrifugação (GC1) foram encaminhados para 
contagem de plaquetas. Os tubos do Grupo Duas Centrifugações (CG2) foram submetidos 
à  nova centrifugação. 
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Após esta segunda centrifugação, os ⅔ superiores do plasma foram 
colhidos e desprezados, e o ⅓  inferior, por pipetas plásticas, com algumas 
hemácias depositadas ao fundo, foi agitado e encaminhado para contagem 
das plaquetas (FIGURA 6). 
 
FIGURA 6. Coleta de plasma. (A) Os tubos de citrato, após a primeira centrifugação foram 
transferidos para outros tubos de polipropileno e encaminhados para contagem de 
plaquetas. (B) Após a centrifugação do sobrenadante no CG2 . Os ⅔ superiores do 
plasma foram colhidos e desprezados, e o ⅓ inferior encaminh ado para contagem 
das plaquetas. 
4.2.5 CONTAGEM DE PLAQUETAS 
A contagem plaquetária de sangue total e do PRP foi realizada no 
laboratório central do Hospital São Paulo da UNIFESP, em um contador 
automático adequadamente calibrado pelo fabricante (Cell-Dyn Ruby® 
Abbott Diagnostics Divions, 200 Abbott Park Road, Abbot Park, Il. 60064, 
USA) (ANEXO 1) (FIGURA 7). 
 53 
 
  4. Métodos 
____________________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
FIGURA 7. Contador automático calibrado pelo fabricante (Cell-Dyn Ruby® Abbott 
Diagnostics Divions, 200 Abbott Park Road, Abbot Park, Il. 60064, USA). 
4.3 MÉTODOS ESTATÍSTICOS 
Realizou-se Análise de Variância (ANOVA), com medidas repetidas, 
tanto para a contagem do número de plaquetas como para o grau de 
concentração, para avaliar se as médias entre os diferentes métodos 
apresentavam valores estatísticos distintos, bem como se aplicou o teste t 
de Student para amostras pareadas, com a utilização da correção de 
Bonferroni. Com a finalidade de identificar as diferenças entre os diferentes 
métodos. Foram feitos, também, testes não paramétricos de Friedman para 
comparação das médias entre os métodos e de Wilcoxon para detectar as 
diferenças entre os mesmos. 
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5. RESULTADOS 
Tendo em vista que o número de plaquetas pode variar conforme o 
tipo de anticoagulante utilizado, foram realizadas medições com o emprego 
do citrato e do EDTA (TABELA 1). 
TABELA 1. Medidas resumo para o número de plaquetas/µl por método e amostra. 
 
De uma forma geral, os percentuais de variação da concentração, com 
EDTA, mostraram-se bastante reduzidos, indicando uma coerência no 
número de plaquetas mensuradas utilizando-se os dois tipos distintos de 
anticoagulantes. 
Para avaliar a contagem de plaquetas e o grau de concentração, em 
relação à contagem inicial, adotou-se a medida obtida com o citrato como 
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nível basal, tendo sido observado os resultados apresentados nas FIGURAS 8 
e FIGURA 9. 
 
FIGURA 8. Amostra Estudo. Box-plot do número de plaquetas, segundo 
método utilizado e estudo. 
 
FIGURA 9. Amostra Estudo. Box-plot do percentual de concentração 
de plaquetas, segundo método utilizado e amostra estudo. 
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Para avaliar se as médias entre os diferentes métodos apresentavam 
valores estatísticos distintos, foi realizada a ANOVA com medidas 
repetidas tanto para a contagem do número de plaquetas como para o grau 
de concentração, tendo sido detectado no índice crítico de 5%, em ambos 
os casos, a existência de diferenças entre as médias dos diferentes 
métodos2. Adicionalmente, para identificar as diferenças entre os diferentes 
métodos, foi aplicado o teste t- Student para amostras pareadas, com a 
aplicação da correção de Bonferroni3
QUADRO 6. Análise descritiva dos diferentes grupos de método utilizados. 
 (APÊNDICE 4). Dessa forma, foram 
identificados quatro grupos de métodos com médias similares (QUADRO 6): 
1 Menores valores de número de plaquetas. 
Formado pelos métodos GC2-3 (200/800g) e GC2-5 (400/800g). 
Contagem média de 48.000/µl. 
Concentração de -77,58% (ou seja, com apenas em torno de 
23% da contagem inicial obtida, com o anticoagulante citrato). 
2 Valores médios de contagem de 125.700/µl. 
Concentração de -41,81%. 
Formado pelos métodos GC2-2 (200/400g) e GC2-4 (400/400g). 
3 Formado pelos métodos GC2-1 (200/200g) e GC1-B (400g). 
Média de contagem 242.400/µl. 
Concentração de 12,35%. 
4 Formado pelo método GC1-A (200g. 750/µl). 
Maiores concentrações (99,03%). 
                                           
2
  Para o número de plaquetas, foi obtido F = 46,024, p<0,001. Para o grau de concentração foi obtido F = 61,827, p<0,001. 
3
  Para o número de plaquetas foi utilizado ∝=5%/(8x.2)=0,3%; para o grau de concentração foi utilizado ∝=5%/(7.x2)=0,4%.. 
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Finalmente, apenas do ponto de vista descritivo, foi realizada uma 
tabulação entre os diferentes métodos e a obtenção ou não de uma 
concentração superior a 100%. A TABELA 2 representa os resultados 
obtidos. 
TABELA 2. Número de testes com concentração superior a 100% segundo método e amostra. 
 
Para avaliar se as médias entre os diferentes métodos apresentavam 
valores estatísticos distintos, foi aplicada a ANOVA com medidas 
repetidas, tanto para a contagem do número de plaquetas como para o grau 
de concentração, tendo sido detectada a existência de diferenças entre as 
médias dos diferentes métodos4
                                           
4 
 Para o número de plaquetas, foi obtido F = 46,024, p<0,001. Para o grau de concentração foi obtido F = 61,827, p<0,001.  
 num índice crítico de 5%, em ambos os 
casos. Adicionalmente, para identificar as divergências entre os diferentes 
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métodos, foi aplicado o teste t de Student para amostras pareadas (TABELAS 
3-4), e a correção de Bonferroni5
TABELA 3. Teste de comparações de médias. Teste t-Student. Contagem do número de plaquetas/µl. 
 (TABELA 7 - APÊNDICE 4). 
 
 
                                           
5 
 Para o número de plaquetas foi utilizado ∝=5%/(8x.2)=0,3%; para o grau de concentração foi utilizado ∝=5%/(7.x2)=0,4%. 
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TABELA 4. Teste de comparações de médias. Teste t-Student. Concentração. 
 
 
 
Apesar da suposição de normalidade subjacente ao teste da 
ANOVA e do teste t-student ter sido aceita (verificado a partir do teste de 
Kolmogorov-Smirnov nos resíduos - TABELA 7 do APÊNDICE 4), e em 
virtude do número reduzido de observações, foram realizados testes não 
paramétricos de Friedman para comparação das médias entre os métodos. 
Posteriormente, para detectar diferenças, utilizou-se o teste de Wilcoxon 
(TABELAS 5 e 6). Os resultados obtidos corroboraram os identificados pela 
ANOVA e o teste t-student. 
Constatou-se que, tanto em termos do número médio de plaquetas 
como do grau de concentração, o método GC1-A, correspondente à 
realização de uma centrifugação com uma força de 200g por um período de 
dez minutos, foi o que apresentou as maiores concentrações de plaquetas. 
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TABELA 5. Teste de comparações de médias. Teste de Wilcoxon. Contagem do número de plaquetas. 
 
 
TABELA 6. Teste de comparações de médias. Teste de Wilcoxon. Concentração. 
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6. DISCUSSÃO 
O PRP tem chamado a atenção, nos últimos anos, em diferentes áreas 
da odontologia (TAYAPONGSAK et al. 1994; ANITUA,1999) e da medicina 
como a ortopedia (KAZAKOS et al., 2009), medicina esportiva 
(HAYNESWORTH et al., 2002; LIU et al., 2002; KAKUDO et al., 2008; 
MISHRA, WOODALL, VIEIRA, 2009) e  cirurgia plástica (SERRA RENOM et 
al., 2006; UEBEL et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008; PALLUA, WOLTER, 
MARKOWICZ, 2010). 
Na cirurgia plástica essa atenção volta-se a dois aspectos:                 
(a) Propriedade de adesão do gel de plaquetas, devido à quantidade de 
fibrinogênio presente no plasma que, pela ativação com os íons de cálcio 
forma o gel de fibrina, facilita o manuseio e integração de enxertos e 
retalhos, em consequência de suas propriedades de adesão aos tecidos;    
(b) Presença dos FC, presentes nas plaquetas, que interferem positivamente 
na cicatrização, além de seu grande potencial para aplicação na engenharia 
tecidual, apesar de haver estudos contraditórios (AGHALOO, MOY, 
FREYMILLER, 2002; POR et al., 2009b). A utilização do PRP pode ser 
valiosa e efetiva no auxílio ao tratamento da regeneração tecidual, em 
função da proliferação de células mesenquimais adultas, uma vez que suas 
diferenciações relacionam-se diretamente à concentração de plaquetas 
(HAYNESWORTH et al., 2002; LIU et al., 2002; MARX, 2004; KAKUDO et al., 
2008). 
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Neste estudo, para sistematizar a obtenção de plaquetas por meio de 
centrifugas de bancadas, considerando-se seu baixo custo e fácil 
disponibilidade em hospitais e clínicas de menor porte, seguiu-se as normas 
recomendadas pela CLSI (ERNST et al. 2010) ― órgão internacional que 
normatiza os procedimentos laboratoriais de coleta de sangue e 
centrifugação para a obtenção do PRP, e as 
- Medicina Laboratorial para Coleta de 
Sangue Venoso (ANDRIOLO et al., 2010). Foi de cunho prospectivo, 
randomizado, controlado e comparativo, realizado em centro único, para 
sistematizar a obtenção de plaquetas por meio de centrifugas de bancadas, 
composto por oito voluntários, 72 testes divididos em três grupos (GCt, 
GC1, GC2), com variação da RCF em 200, 400 e 800g. O tempo, para todos 
os métodos, foi determinado em dez minutos, e a força inicial de 200g 
seguiu recomendações da CLSI (ERNST et al. 2010), e foi considerado o 
terço inferior do sobrenadante, em ambos os grupos deste estudo, para a 
determinação do melhor RCF no preparo do PRP (MARX, 2000; EFEOGLU, 
AKÇAY, ERTÜRK, 2004). 
Quanto ao grau de concentração em relação à contagem inicial das 
plaquetas, adotou-se a medida obtida com o citrato de sódio a 3,2% como 
nível basal, embora, no GCt, os percentuais de variação da concentração 
com o EDTA, mostraram-se bastante reduzidos, pela importância na 
preservação da morfologia das plaquetas e, consequentemente, de seus FC 
(MARX, 2000; LEI, GUI, XIAO, 2009). 
Observou-se que o GC1 apresentou o melhor índice de enriquecimento 
de plaquetas, no GC1-A, com centrifugação de 200g, obtendo 99,3% de 
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enriquecimento na concentração de plaquetas, que equivaleu a 1,99 vezes o 
aumento no número das plaquetas do GCt, enquanto que forças de 
centrifugação superiores foram insuficientes para o enriquecimento, 
similarmente ao estudo de ANITUA (1999) e LANDESBERG, ROY, GLICKMAN 
(2000) que relataram resultados semelhantes, com centrifugação de 160g e 
de 200g por seis e dez minutos, respectivamente. 
Ao analisar os resultados dos GC2, o que aplicou 200g na primeira 
centrifugação e 200g na segunda, grupo GC2-1(200/200g), foi o que obteve 
certo enriquecimento de plaquetas, 12,35%, que equivaleu a 1,12 vezes o 
aumento no número das plaquetas do GCt, porém, inferior ao que se 
conseguiu com GC1-A com 200g, que foi de 99,3%, que equivaleu a 1,99 
vezes o aumento no número das plaquetas do GCt, fato semelhante ao 
estudo de LANDESBERG, ROY, GLICKMAN (2000), e inferior aos valores 
encontrados por OKUDA et al. (2003) que foi de 284%. Contudo, esse 
estudo relatou somente a velocidade empregada pela centrifuga (rpm), 
omitindo seu raio, tornando difícil a sua reprodutibilidade pela 
impossibilidade do cálculo da força de centrifugação, de acordo com os 
estudos de MARX (2000) e POR et al. (2009a), e que não foi percebida por 
outros estudos como os de  SERRA RENOM et al. (2006) e ALMEIDA et al. 
(2008). 
Analisando-se o GC2, quando se variou as forças entre 200, 400 e 800g 
observou-se um valor negativo de enriquecimento de plaquetas, não 
conseguindo o PRP. Ao empregar-se a força de 400g na primeira 
centrifugação e de 800g na segunda, o resultado apresentou os menores 
valores de número de plaquetas, bem como de concentração, tendo uma 
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contagem média de 48.000/µl e uma concentração de -77,58%, ou seja, 
apenas em torno de 23% da contagem inicial obtida no GCt, diferente do 
estudo de VENDRAMIN, FRANCO, FRANCO (2009) que relatou o 
enriquecimento de 570%, com emprego de centrifuga diferente ao deste 
estudo, porém de mesmo raio (16,1cm). 
Ao utilizar, no GC2-3, as variações de 200g na primeira centrifugação 
e de 800g na segunda, a média de contagem foi de 48.000/µl e grau de 
concentração de -77,58%, ou seja, com apenas aproximadamente 23% da 
contagem inicial obtida, utilizando o anticoagulante de citrato de sódio a 
3,2%, valores bem inferiores aos relatados por SÁEZ-TORRES BARROSO, 
CALVO BENITO, GAYÀ PUIG (2007). Contudo, nesse estudo não referem 
como foi realizada a obtenção do PRP. Fato que talvez possa justificar 
porque o PRP foi ineficaz no estudo de AGHALOO, MOY, FREYMILLER 
(2002), que utilizaram essas variações na RCF. 
Com a elevação das forças aplicadas, neste estudo, obteve-se o 
empobrecimento de plaquetas. Muito embora o fibrinogênio presente no 
plasma, em contato com os íons de cálcio, pudesse adquirir a propriedade 
do gel com efeitos de aderência e selante semelhantes ao PRP, de acordo 
com estudos de OKUDA et al. (2003) 
Os resultados obtidos, neste estudo, foram diferentes aos obtidos por 
MARX (1998) que, com aparelhos de plasmaforese, alcançou 
enriquecimento de 338%, com aumento de 3,38 vezes a contagem das 
plaquetas no sangue total, enquanto que o estudo de VENDRAMIN et al. 
(2006) atingiu 496%, com aumento de 4,96 vezes a contagem das plaquetas 
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no sangue total, aplicando 300g na primeira centrifugação e 640g na 
segunda, com centrífuga de bancada. Neste estudo, não houve 
reprodutibilidade desse mesmo procedimento, uma vez que a elevação da 
força acima de 200g não promoveu enriquecimento semelhante, ficando o 
questionamento sobre a diferença das centrífugas. Sugerindo que, este fato, 
poderia influenciar no não enriquecimento de plaquetas íntegras e viáveis, 
em número suficiente para interferir na cicatrização e na regeneração 
tecidual (ZIMMERMAN, 2001; WEIBRICH & KLIES, 2002; MARX, 2004), 
diferentemente de estudos que afirmaram que os métodos com tubos, em 
centrífugas de bancada, eram suficientes para se obter o enriquecimento de 
plaquetas, quando comparadas a aparelhos de plasmaforese (LANDESBERG, 
ROY, GLICKMAN, 2000; ALMOGUERA VILLACAÑAS, ESPINOSA, LÓPEZ-
OLIVA MUÑOZ, 2003; VENDRAMIN, FRANCO, FRANCO, 2009). 
Revisões sistemáticas, sobre a utilização do PRP na regeneração 
tecidual (MARTÍNEZ-ZAPATA et al., 2009), sobre o concentrado de plaquetas 
no face-lift (POR et al., 2009a), bem como revisões de literatura sobre o 
PRP em ferimentos de extremidades e em traumas agudos (KAZAKOS et al., 
2009) e em queimaduras (PALLUA, WOLTER, MARKOWICZ, 2010), 
concluíram que, apesar da existência de trabalhos randomizados sobre o 
tema, eram inconclusivos, devido às limitações das metodologias 
empregadas, ressaltando a necessidade de trabalhos futuros randomizados 
para se determinar, claramente, o preparo em centrífugas. 
Constatou-se, neste estudo, no qual foram mencionadas claramente a 
RCF, e o (r) associado à rpm correspondente, que o método GC1-A, 
correspondente à realização de uma centrifugação com uma força de 200g 
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por um período de dez minutos, foi o que apresentou as maiores 
concentrações de plaquetas, com aumento de 1,99 vezes a contagem de 
plaquetas no sangue total. 
PERSPECTIVAS 
Determinar a eficácia do PRP, obtido por centrifugação, com a RCF 
de 200g, com única centrifugação na regeneração tecidual, e a 
possibilidade de sua obtenção a partir de outras centrífugas, seguindo a 
metodologia deste estudo, bem como a quantificação dos respectivos FC. 
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7. CONCLUSÃO 
Obteve-se o plasma rico em plaquetas (PRP), a 
partir de centrifuga de bancada.  
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ABSTRACT 
BACKGROUND: Platelet-rich plasma is an autologous concentration of 
autologous platelets in a small volume of plasma, obtained by 
centrifugation of the whole blood, and have been considered to be a rich 
source of growth factors. OBJECTIVE: Establish a method to prepare a 
platelet-rich plasma by centrifugation. METHODS: In this study 40 ml from 
the whole blood was obtained from eight volunteers, and seventy-two tests 
were performed in three groups (control, one spin, and two spins), 
changing the intensity performing from 200, 400 and 800g, to establish the 
method that achieves the optimal platelet enrichment and concentration. 
RESULTS: The optimal platelet concentration enrichment obtained with the 
group of two spins was inferior than values was obtained with the group of 
one spin. In those groups of one spin the enrichment of 99.03% of the 
platelet concentration was obtained with the relative centrifuge force of 
200g. CONCLUSION: Platelet-rich plasma with high platelets counts can be 
prepared using the method of centrifugation, with highest concentration 
with the force of 200g. 
 
KEYWORDS: 1. Platelet-Rich Plasma; 2. Tissue Engineering; 3. Fibrin 
Tissue Adhesive; 4. Wound Healing; 5. Centrifugation;        
6. Blood Platelets. 
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APÊNDICE 2. 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Este estudo, intitulado “Força e tempo de centrifugação para a obtenção do 
plasma rico em plaquetas”, tem como objetivo determinar a força e o tempo de 
centrifugação, em centrífugas de bancada, para obter o plasma rico em plaquetas 
por meio de centrífuga de bancada. 
Estas informações são fornecidas para a sua participação voluntária neste 
estudo, em que será realizada a punção venosa periférica na veia do braço, para a 
coleta de 70ml de sangue a ser centrifugado, variando a força e o tempo de 
centrifugação, para a determinação de um protocolo eficiente. 
Os riscos relacionados à sua participação são decorrentes da punção venosa, 
a qual será realizada sob todas as normas de segurança em saúde. 
Não há benefício direto para o participante. Trata-se de um estudo para 
determinar um protocolo seguro de obtenção de plaquetas e de seus fatores de 
crescimento, que contribuirá para a melhoria dos conhecimentos sobre a 
cicatrização, bem como para a evolução do tratamento. 
Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais 
responsáveis pela pesquisa, para esclarecimento de eventuais dúvidas. O 
principal investigador é o Dr. Carlos Alberto Calixto, que pode ser encontrado na 
Rua Napoleão de Barros, 715, 4º andar; tel.: 5576-4118. Se tiver alguma 
consideração ou dúvida sobre a ética deste trabalho, entre em contato com o 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP), localizado na Rua Botucatu, 572, 1º andar, 
conjunto 14, tel.: 5571-1062, fax 5539-7162, e-mail: cepunifesp@epm.br. 
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É garantida ao paciente a liberdade da retirada de consentimento a qualquer 
momento, deixando de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à 
continuidade de seu tratamento na instituição. 
As informações obtidas serão analisadas em conjunto com as de outros 
voluntários, que terão, sem exceção, suas identidades mantidas em sigilo. Não há 
despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 
exames e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua 
participação. Se existir qualquer despesa adicional, será assumida pelo orçamento 
da pesquisa. 
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo procedimento proposto 
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem o direto a tratamento 
médico na instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. O 
pesquisador tem o compromisso de utilizar os dados e o material coletado 
somente para fins desta pesquisa. 
Ficou claro que tenho o direito de ser atualizado sobre os resultados parciais 
da pesquisa, se assim o desejar, ou de resultados que sejam de conhecimento dos 
pesquisadores. 
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que 
li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “PLASMA RICO EM 
PLAQUETAS POR MEIO DE CENTRÍFUGA DE BANCADA”. 
Eu, ____________________________________________________, 
portador (a) do RG nº_______________, após ter lido o Termo de 
Consentimento, declaro que ficaram claros para mim quais são os propósitos do 
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as 
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Declaro, ainda, 
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que tive a oportunidade de sanar as dúvidas com o Dr. Carlos Alberto Calixto, 
com quem reafirmei a minha decisão em participar deste estudo. Ficou claro, 
também, que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do 
acesso a tratamento hospitalar, quando necessário. Concordo, voluntariamente, 
em participar deste estudo e entendo que poderei retirar o meu consentimento a 
qualquer momento, antes ou durante a pesquisa, sem penalidades ou perda de 
qualquer benefício que eu possa ter adquirido e sem prejuízo para o meu 
atendimento neste Serviço. 
 
____________________________________ Data____/____/____. 
ASSINATURA DO PACIENTE/REPRESENTANTE LEGAL 
 
____________________________________ Data____/____/____. 
ASSINATURA DA TESTEMUNHA PARA CASOS DE VOLUNTÁRIOS ANALFABETOS, 
SEMIANALFABETOS OU PORTADORES DE DEFICIÊNCIA AUDITIVA OU VISUAL. 
 
Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntária, o Consentimento 
Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal, para a participação 
neste estudo. 
 
____________________________________ Data____/____/____. 
DR. CARLOS ALBERTO CALIXTO 
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1. INTRODUÇÃO 
O plasma rico em plaquetas (PRP) é a concentração autóloga de 
plaquetas em pequeno volume de plasma, obtido por centrifugação do 
sangue, sendo considerada importante fonte de fatores de crescimento (FC). 
A sua utilização tem chamado a atenção na cirurgia plástica, especialmente 
na regeneração tecidual de pacientes queimados, por tornar a cicatrização 
mais rápida e eficiente, favorecendo a integração de retalhos e enxertos, 
sejam ósseos, cutâneos, cartilaginosos ou de células de gordura (MAN, 
PLOSKER, WINLAND-BROWN, 2001; EPPLEY, WOODELL, HIGGINS, 2004; 
VENDRAMIN et al., 2006; SERRA RENOM et al., 2006; UEBEL et al., 2006, 
ALMEIDA et al., 2008; CERVELLI et al., 2009; POR et al., 2009a; CERVELLI 
& GENTILE, 2009). 
Inicialmente, a extração do PRP autólogo e sua aplicação em cirurgias 
eram realizadas por máquinas de autotransfusão para a separação celular do 
sangue, cuja coleta era feita por meio de um cateter venoso profundo, 
colocado no paciente durante a cirurgia. 
A intenção de simplificar o método culminou no desenvolvimento de 
novos protocolos, com o emprego de aparelhos mais simples, menor custo 
e utilização de centrífugas de bancada. Assim, por meio de uma punção 
venosa periférica de 50 a 60ml de sangue, conseguiu-se obter em torno de 7 
a 10ml de PRP. Com a centrifugação, aumentou-se a concentração de 
plaquetas em aproximadamente 4,96 (±0,36) vezes em relação à amostra de 
sangue da coleta inicial (LANDESBERG, ROY, GLICKMAN, 2000; MARX, 
2000; MARX, 2004; MAN, PLOSKER, WINLAND-BROWN, 2001; MUÑOZ, 
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SÁNCHEZ-VILLACAÑAS, ESPINOSA, 2003; MARLOVITS et al., 2004; ROSSI & 
SOUZA FILHO, 2004). 
A diferença de densidade no sangue centrifugado faz com que as 
células vermelhas precipitem na parte inferior, enquanto que o PRP 
permanece na parte intermediária e o plasma pobre em plaquetas (PPP) na 
parte superior. Entre a camada inferior de células vermelhas e a 
intermediária de PRP, há uma pequena zona denominada névoa, rica em 
leucócitos e plaquetas maiores REEDER et al. (1993). Quando se utiliza a 
metade inferior do plasma sobrenadante ou o seu terço inferior, como PRP, 
apresenta-se diferença na concentração final de plaquetas (EFEOGLU, 
AKÇAY, ERTÜRK, 2004; MARX, 2004). 
Embora a concentração de plaquetas seja proporcional à força g e ao 
tempo de centrifugação t (LANDESBERG, ROY, GLICKMAN, 2000; OKUDA et 
al., 2003; VENDRAMIN et al., 2006; VENDRAMIN, FRANCO, FRANCO, 2009), 
a força N excessiva pode interferir na qualidade e integridade das plaquetas 
e na quantidade desproporcional de liberação de seus FC, produzindo um 
efeito, às vezes inibitório, de um determinado FC sobre outro 
(ZIMMERMANN et al., 2001; SOMMA et al., 2002; UEBEL et al., 2006; SÁEZ-
TORRES BARROSO, CALVO BENITO, GAYÀ PUIG, 2007). A quantidade 
mínima dos FC PDGF (Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas, do 
inglês Platelet-Derived Growth Fator) TGF-β (Fator Transformador de 
Transformador, do inglês Transforming growth Fator), presentes no 
plasma livre de plaquetas, indica que quase todos os FC presentes no PRP 
são derivados das plaquetas (LANDESBERG, ROY, GLICKMAN, 2000; EPPLEY, 
PIETRZAK, BLANTON, 2006). 
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LANDESBERG, ROY, GLICKMAN (2000), utilizando centrífugas menores 
(centrífugas de bancada) e mais simples, por meio de punção venosa 
periférica, obtiveram o PRP, estabelecendo um protocolo após analisar 
diferentes forças g e tempo de centrifugação t. Empregaram a metade 
inferior do sobrenadante como a fração de PRP, e observaram que a força 
de 200g, com o tempo de centrifugação de dez minutos, foi suficiente para 
o enriquecimento das plaquetas em 229% na primeira centrifugação, e de 
205% após a segunda centrifugação. Concluíram que tempos menores ou 
iguais a cinco minutos falharam em obter qualquer enriquecimento de 
plaquetas, e que forças superiores a 250g resultaram em platelet pellet que 
não pôde ser ressuspenso. Porém, sugeriram a possibilidade de obter-se o 
PRP com a utilização de centrífugas de laboratório, menores e mais baratas 
ou de mesa, com forças baixas e com o tempo reduzido. 
ZIMMERMANN et al. (2001) analisou os PRP obtidos do sangue de 15 
voluntários, utilizando como método de preparo a plasmaforese, e o 
preparo pelo método de tubos com dupla centrifugação, sendo a primeira a 
1650g por dez minutos e, após coleta do sobrenadante, uma nova 
centrifugação a 730g por mais dez minutos. Observou o enriquecimento de 
525% obtido pela plasmaforese e de 411% no método de tubos, portanto, 
significantemente menor. A contaminação (leucócitos, white blood cell - 
WBC) no método de tubos foi consideravelmente maior, com uma elevada 
ativação das plaquetas, comparada ao PRP obtido com a plasmaforese. 
OKUDA et al. (2003) utilizaram dupla centrifugação (centrífuga de 
mesa Heraeus Labofuge 300), sendo a primeira a 2400 rotações por minuto 
(rpm) por  dez minutos, com coleta e nova centrifugação do sobrenadante a 
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3600rpm, obtendo-se um enriquecimento plaquetário de 283,4%, 
concluindo-se que a diferença poderia relacionar-se à variação da força g e 
do tempo de centrifugação t. Analisaram e observaram o nível dos FC 
(PDGF-αβ) em 440,6%, e o nível do (TGF-β-1) em 346,6%. 
VENDRAMIN et al. (2006), ao estabelecer um método barato e, segundo 
o autor, eficaz na obtenção do PRP a ser utilizado em cirurgia plástica, por 
meio do estudo de várias forças g e tempo de centrifugação t, observou que 
a força de 300g aplicada na primeira centrifugação, por dez minutos, 
promoveu o enriquecimento de plaquetas, cujos resultados indicaram 
percentuais de 454% na metade inferior do plasma sobrenadante que, após 
coleta e segunda centrifugação produziu aumento do enriquecimento em 
496%, comparado com a dosagem das plaquetas não submetidas ao 
enriquecimento. 
Existem vários sistemas de preparação de PRP disponíveis, embora 
estudos pré-clínicos e clínicos apresentem resultados contraditórios. Há 
uma lacuna de estudos mais sistemáticos e consistentes sobre o assunto 
(REEDER et al., 1993; MARX, 2004; EFEOGLU, AKÇAY, ERTÜRK, 2004; SERRA 
RENOM, MUÑOZ DEL OLMO, GONZALO CABALLERO, 2006; UEBEL et al., 2006; 
EVERTS et al., 2006; EPPLEY, WOODELL, HIGGINS, 2006), sendo este, portanto, 
o principal estímulo para a realização deste estudo piloto, cujo objetivo foi 
o de determinar a força g ideal, com o tempo de centrifugação t 
estabelecido em dez minutos, de acordo com o preconizado em literatura 
por LANDESBERG, ROY, GLICKMAN (2000); ZIMMERMANN (2001); OKUDA et 
al. (2003); VENDRAMIN et al. (2006), para obtenção do PRP. 
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2. MÉTODOS 
2.1 CASUÍSTICA E AMOSTRA 
2.1.1 CASUÍSTICA 
A casuística foi composta por quatro voluntários, dois do gênero 
feminino e dois do gênero masculino, com idades entre 28 a 64 anos, 
oriundos dos ambulatórios de Cirurgia Plástica do Hospital São Paulo, que 
tem como Titular do Serviço a Professora Doutora Lydia Masako Ferreira. 
Os pacientes foram submetidos à coleta de amostras de sangue, 
objeto deste estudo, no Hemocentro da UNIFESP e analisadas no 
Laboratório Central da UNIFESP, e adotou as recomendações da Sociedade 
Brasileira de Patologia Clínica, Medicina Laboratorial para Coleta de 
Sangue Venoso (ANDRIOLO et al., 2010). 
Todos os voluntários que participaram do estudo, após 
compreensão dos procedimentos, assinaram o Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido (APÊNDICE 1). 
Os critérios adotados consideraram gênero, idade, peso, emprego de 
anticoagulante e patologias agudas e infectocontagiosas (QUADRO 1). Não 
houve dimorfismo sexual ou interferências relativamente à faixa etária da 
casuística. Estes critérios obedeceram à legislação vigente, conforme 
Resolução - RDC n° 153, de 14 de junho de 2004. 
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QUADRO 1. Critérios de inclusão e exclusão. 
CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
 Ambos os sexos. 
 Idade superior a 18 anos. 
 Peso acima de 55kg. 
CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
 Doenças agudas. 
 Doenças infectocontagiosas. 
 Em uso de anticoagulantes. 
 Perda de peso acima de dez por cento do peso nos 
últimos três meses. 
 
2.1.2 AMOSTRA 
A amostra deste estudo foi composta por dois principais grupos  
Grupo Piloto Uma Centrifugação (GPC1) e Grupo Piloto Duas 
Centrifugações (GPC2)  constituídos por 14 tubos, nos quais foram 
distribuídos o sangue total (62,5ml) obtido dos quatro voluntários da 
casuística. 
Destes 14 tubos, os dois últimos compuseram o Grupo Piloto 
Controle (GPCt), que não foram submetidos à centrifugação: o de número 
13 de anticoagulante de citrato e o de número 14 de anticoagulante EDTA  
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(Etilenodiamino Tetra-Acético, do inglês Thylenediamine Tetraacetic Acid 
Ácido). 
Descreve-se, no QUADRO 2, os subgrupos do GPC1 (três métodos), 
e GPC2 (nove métodos), bem como o GPCt (anticoagulantes de citrato e 
EDTA), com suas respectivas vezes e forças de centrifugação. 
QUADRO 2. Subgrupos do GC1 (três subgrupos); GC2 (nove 
subgrupos); GCt (anticoagulantes de citrato e 
EDTA), e respectivas vezes e força de 
centrifugação t de dez minutos. 
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2.2 PROCEDIMENTOS 
Após a coleta de 62,5ml de sangue total de cada um dos voluntários 
da casuística, este sangue total foi distribuído em 14 tubos, sendo: 
 
A centrífuga utilizada foi a Centrifuga Eppendorf AG® 5804 R - 
22331 (Hamburg, Germany), com raio de 16,1cm. 
2.2.1 TÉCNICAS DE COLETA E CENTRIFUGAÇÃO 
As técnicas de coleta e de centrifugação seguiram as normas do 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (ERNST et al., 2010), 
que normatiza procedimentos laboratoriais, a força e o tempo de 
centrifugação para obtenção do PRP. 
As coletas dos quatro voluntários foram executadas por um único 
técnico, no Hemocentro do Hospital São Paulo da UNIFESP.  
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A punção venosa foi efetuada na fossa antecubital, na área anterior 
do braço em frente e abaixo do cotovelo, usando tubos a vácuo, contendo 
citrato de sódio 3,2% (na proporção de uma parte de anticoagulante em 
nove partes de sangue total), com o menor tempo possível de 
garroteamento e trauma durante o procedimento. 
Após a coleta, o sangue total foi homogeneizado por meio de 
inversão do tubo (cerca de cinco a oito vezes). 
Dentre as 14 coletas, primeiramente foram colhidas a sequência de 
treze tubos de citrato, sendo o décimo quarto tubo, o de EDTA. Para a 
contagem plaquetária em sangue total foram submetidos o décimo terceiro 
tubo de citrato, bem como o décimo quarto de EDTA. Os demais doze 
tubos de citrato foram submetidos à centrifugação para enriquecimento das 
plaquetas para obtenção do PRP. 
Após a coleta, os tubos de citrato foram rapidamente centrifugados 
à temperatura ambiente, a fim de obter-se o PRP, com a velocidade da 
centrífuga em rpm, de acordo com a força g estabelecida. A verificação de 
calibração da centrífuga (ANEXO 1), pelo fabricante, antecedeu a coleta. 
As centrifugações foram igualmente realizadas por um único 
técnico bioquímico, também no Hemocentro do Hospital São Paulo da 
UNIFESP, nos 48 testes de quantificação de plaquetas, após as 
centrifugações, e que foram divididos em dois grupos principais (GPC1 e 
GPC2), já mencionados. 
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No GPC1, após a primeira centrifugação, os ⅔ superiores do plasma 
sobrenadante foram coletados e desprezados, sendo o ⅓ inferior 
diretamente transferido para um tubo de polipropileno, e encaminhado para 
contagem das plaquetas. 
No GPC2, após a primeira centrifugação, todo o plasma 
sobrenadante foi colhido e acrescido de um mm de células vermelhas, 
transferido para um novo tubo de polipropileno e encaminhado para uma 
segunda centrifugação, de acordo com a força g e o tempo de centrifugação 
t estabelecidos pelo CLSI (ERNST et al., 2010). Após esta segunda 
centrifugação, os ⅔ superiores do plasma foram colhidos e desprezados, e o 
⅓ inferior, com algumas hemácias depositadas ao fundo, foi agitado e 
encaminhado para contagem das plaquetas. 
2.2.2 PROTOCOLO DE FORÇA 
Definido o protocolo de força g e com o tempo de centrifugação t, 
estabelecido em dez minutos para o preparo do PRP, outros novos testes 
obedecerão a este protocolo, com o propósito de verificar a 
reprodutibilidade do método pela quantificação de plaquetas. 
 
 109 
APÊNDICE 4. Projeto Piloto -3. Resultados 
____________________________________________________________________________________________________________ 
 
 
 
3. RESULTADOS 
Os métodos do GPC1 (A, B e C) apresentaram valores das medianas 
próximos. Entretanto, conforme pode ser averiguado, o grau de dispersão 
dos resultados é relativamente elevado, o que pode impedir a diferenciação 
entre os valores desses grupos. Ainda em relação à amostra piloto, pode-se 
notar que os métodos do GPC2 apresentaram valores de número de 
plaquetas inferiores aos obtidos pelos métodos do GPC1. Comparando-se 
mais detalhadamente os métodos do GPC2, é possível notar que a mediana 
dessa medida, aparentemente, apresenta uma relação inversamente 
proporcional com o valor máximo de força aplicada nas duas 
centrifugações, ou seja, o número de plaquetas no método 7 (150-150g) foi 
similar à observada no método 2 (100-150g) e levemente superior à 
observada nos métodos 3 (100-200g), 8 (150-200g) e 9 (200-200g), os 
quais apresentaram valores da mediana similares. 
 
FIGURA 1. Box-plot do número de plaquetas segundo método utilizado. 
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Para avaliar o grau de concentração em relação à contagem inicial, 
adotou-se a medida obtida utilizando-se o Citrato como nível basal, tendo 
sido observado os resultados apresentados na FIGURA 2. 
 
FIGURA 2. Box-plot do percentual de concentração de plaquetas 
segundo método utilizado. 
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Tendo em vista que o número de plaquetas pode variar conforme o 
tipo de anticoagulante utilizado, foram realizadas medições utilizando-se o 
EDTA (TABELA 1).  
TABELA 1. Medidas resumo para o número de plaquetas por método e amostra. 
 
De uma forma geral, nota-se que os percentuais de variação da 
concentração utilizando-se o EDTA em relação ao Citrato, mostraram-se 
bastante reduzidos, indicando uma coerência no número de plaquetas 
mensuradas utilizando-se os dois tipos distintos de anticoagulantes. Em 
relação à concentração nos grupos de teste, verifica-se que, analogamente 
ao observado nas medidas de contagem, os grupos GPC1 apresentaram 
valores de concentração maiores do que as observadas nos métodos do 
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GPC2. Entretanto, verifica-se também que a dispersão dos métodos do 
GPC1 é relativamente superior à observada no GPC2. Novamente, é 
possível também identificar um comportamento inversamente proporcional 
entre a força máxima aplicada nas unidades amostrais sujeitas aos métodos 
do grupo GPC2 e o grau de concentração. 
Avaliando-se os valores médios obtidos, pôde-se verificar que, 
conforme a TABELA 2, nos métodos 3 a 9 do grupo GPC2, o grau de 
concentração apresentou média negativa, indicando que o número de 
plaquetas obtidas, após o procedimento, foi inferior ao mensurado na 
amostra controle com Citrato. Adicionalmente, verificou-se que, à exceção 
do GPC1-B-C, todos os demais métodos apresentaram grau de concentração 
inferior a 100%. 
TABELA 2. Medidas resumo para o grau de concentração por método e amostra. 
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Para avaliar se as médias entre os diferentes métodos apresentam 
valores estatisticamente distintos, foi aplicada uma Análise de Variância 
(ANOVA) com medidas repetidas tanto para a contagem do número de 
plaquetas como para o grau de concentração, tendo sido detectado ao nível 
crítico de 5%, em ambos os casos, a existência de diferenças entre as 
médias dos diferentes métodos6. Adicionalmente, para identificar as 
diferenças entre os diferentes métodos, foi aplicado o teste t-Student para 
amostras pareadas, tendo sido utilizada a correção de Bonferroni7
Em decorrência do número reduzido de observações, não foi possível 
a identificação de grupos de métodos bens definidos, tendo sido detectado 
apenas diferenças pontuais entre os métodos. Tendo em vista a suposição 
de normalidade inerente tanto à ANOVA como ao teste t-student, foram 
aplicados testes de Kolmogorov-Smirnov nos resíduos, tendo sido 
plausível, ao nível de 5%, a suposição em todos os casos. 
.  
Adicionalmente, em virtude do número reduzido de observações, 
foram realizados testes não paramétricos de Friedman para comparação das 
médias entre os métodos. Posteriormente, para detectar as diferenças entre 
os mesmos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. Os resultados obtidos 
corroboraram os identificados pela ANOVA e o teste t-Student. 
Finalmente, apenas do ponto de vista descritivo, foi realizado uma 
tabulação entre os diferentes métodos e a obtenção ou não de uma 
concentração superior a 100%. A TABELA 3 corresponde aos resultados 
obtidos. 
                                           
6
 Para o número de plaquetas na amostra piloto, foi obtido F = 13,648, p = 0,008; para o grau de concentração na amostra piloto, foi 
obtido F = 21,095, p = 0,019.  
7
 Para o número de plaquetas na amostra piloto, foi utilizado ; para o grau de concentração na amostra piloto, foi utilizado . 
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TABELA 3. Número de testes com concentração superior a 100% 
segundo método e amostra. 
 
 
De uma forma geral, verifica-se que apenas os métodos GPC1-A 
(33%), GPC1-B e GPC1-C (100%) apresentaram resultados superiores a 
100%. O teste Qui-quadrado para independência para amostra piloto foi de 
18,53 (p=0,082), indicando que não foi possível identificar uma relação 
entre o método e a ocorrência de uma concentração superior a 100%. 
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4. CONCLUSÃO 
Apenas os métodos GPC1-B (150g) e GPC1-C 
(200g) apresentaram resultados superiores a 
100%. 
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